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(g) TNF-ex bindende Proteine und dafur kodierende DU 

Gegenstand der Erfindung sind DNAs, die mit DNAs, ko- 
dierend furTNF-<% bindendes Protein oderfGr verwandte Pro- 
teine mit der Fahigkeit,TNF-azu binden, hybridisieren, diese 
DNAs selbst und Polypeptide, die von diesen DNAs kodiert 
werden, sowie ein Verf ahren zu deren Herstellung. 
Die Erfindung betrifft auch rekombinante DNA-Molekule zur 
Klonierung und Expression dieser DNAs und Wirtsorganis- 
men, transformiert mit solchen rekombinanten DNAs. Ge- 
genstand der Erfindung sind weiters die Verwendung der 
TNF-a bindenden Polypeptide bei Indikationen, bei denen 
eine schadigende Wirkung von TNF im Organismus auftntt 
sowie pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend solche 
Polypeptide. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf DNA, insbesondere auf rekombinante DNA zur Herstellung von Proteinen mit 
der Fahigkeit, TNF-a zubinden. 

Tumornekrosefaktor (TNF-a) wurde erstmals im Serum von Mausen und Kaninchen gefunden, die m.t 
Bacillus Caimette-Guerin infiziert und denen Endotoxin injiziert worden war, und auf Grund seiner cytotoxi- 
schen und Antitumoreigenschaften erkannt (1). Er wird vor allem von aktivierten Makrophagen und Monozyten 
oroduziert Zahlreiche Zelltypen. die Ziele fur TNF sind, weisen Oberflachenrezeptoren mit hoher Aff.nuat fur 
dieses Polypeptid auf (2); Lymphotoxin (TNF-/J) bindet an denselben Rezeptor (3, 4) TNF-a ist .dentisch mit 
e mem alsCachectin bezeichneten Faktor (5). der die Lipoproteinlipase unterdruckt und be. chron.sch-entzundl,- 
chen und malignen Erkrankungen zur Hypertriglyceridamie ftthrt (6, 7). TNF-a diirfte an der Regulation des 
Wachs!ums sowie an der Differenzierung und Funktion von Zellen. die bei Entzilndungen. Immunvorgangen und 
Hamatopoese eine Rolle spielen, beteiligt sein. «.„.„;«. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutroph.len (8 9) und Monocyten sow e durch 
Hemmung der Replikation von Viren (10, 1 1) eine positive Wirkung ausilben. Daruber h.naus akt.v.ert TNF-a 
die"mm7nabwehr gegen Parasiten und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator be, Immunreakuonen 
entzilndlichen Prozessen und anderen Vorgangen im Organismus. wobei die W.rkmechan.smen in vielen Fallen 

n0 SeTe e rabreich^g von TNF-a (12) kann jedoch auch von schadlichen Erschemungen (13) wie Schock und 
Gewebesch&digungen begleitet sein, die durch Antikorper gegen TNF-a aufgehoben werden konnen (14* Erne 
Reihe von Beobachtungen laBt auf eine Rolle von endogen freigesetztem TNF-a be, verschiedener i pathologi- 
ichen Zustander schlieBen. So scheint TNF-a ein Mediator der Kachexie zu sein. die be, chromsch-.nvas.ven, 
z B parasitTren Erkrankungen auftreten kann. TNF-a scheint auch eine wesentliche Rolle ^. der Pathogenese 
des durch gram-negative Bakterien verursachten Schocks (Endotox n-Schock) zu spielen; « durfte an e.n.ge j 
wenn nichfallen Wirkungen von Lipopolysacchariden beteiligt sein (22) Ebenso wurde ' «™ Funtaoj vonTOF 
bei den im Rahmen von entziindlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden « Gewebe 
schadigungen sowie bei der Letalitat und Morbiditat der Graft-versus-host reaction (GHVR) (15) postuliert. 
Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von TNF im Serum und dem todl.chen Ausgang 

V ^?ettt von TNF-a aber einen langeren Zeitraum einen Zustand 

von Anorexie und Auszehrung verursacht. die eine ahnliche Symptomat.k aufwe.st w.e die Kachexie, die m.t 
neoplastischen und chronischen infektidsen Erkrankungen einhergeht (23). horirht^t 
Es wurde uber eine TNF inhibierende Aktivitat eines Proteins aus dem Ham von F.eberpat.enten benchtet 
von dessen Wirkung vermutet wird. daB sie auf einen kompetitiven Mechan.smus auf Rezeptorebene selbst 
(ahnlich der Wirkung des Interleukin-1 Inhibitors (17)) zuruckzufuhren ist (24). n r „ f „: n 
( In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung konnte aus Dialyseharn von Uramiepauenten eine : Protein 
ideruifizTn werden, das die biologischen Wirkungen von TNF-a hemmt, indem es durch Wechselw.rkung m.t 
TNF-a dessen B.ndung an seinen Zelloberflachenrezeptor verhindert. ... . . 

Es wurde festgestellt. daB das TNF-a bindende Protein auch Affin.tat zu TNF-0 aufwe.st. d.ese Aff.nuat wurde 
an mit etwa 1/50 der Affinitatzu TNF-a bestimmt. u„ m « 
Weses Protein, im folgenden TNF-a bindendes Protein bzw. TNF-BP genannt. wurde welters bis zur Homo- 
gemtS gerernigt Es weist ein Molekulargewicht von ca. 30 000. bestimmt mittels SDS-PAGE auf. die N-term.na- 
fe Aminosauresequenz wurde mit Asp-Ser-Vol-X-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-ne-H.s-Pro-Gln- 
besVimmt. (Daneben wurde in Spuren die folgende N-terminale Sequenz nachgew.esen: Leu- 
45 (Val)-(Pro)-(His)-Leu-Gly-X-Arg-Glu-.) 

Das native TNF-BP wurde als Glycoprotein nachgewiesen .. .. tn und be- 

Es wurde folgende Aminosaurezusammensetzung. angegeben in Am.nosaureresten pro Molekul und be 
stimmt als Mittelwert einer 24- und 48stundigen Hydrolyse. ermittelt: 
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Mot Aminosaure/ Mol-% Aminosiiure 

Mol Protein 



Asp + Asn 

Thr 

Ser 

Gtu + Gin 

Pro 

Gly 

Ala 

Cys 

Val 

Met 

He 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

Lys 

Arg 

Total 



27,5 


10,9 


15,8 


6,3 


20,7 


8,2 


35,0 


13,8 


9,5 


3,8 


16,0 


6,3 


4,2 


1,7 


32,3 


12,8 


10,8 


4,3 


1,1 


0,4 


7,0 


2,8 




8,0 


6,1 


2,4 


8,1 


3,2 


1U 


4,4 


15,7 


6,2 


11,8 


4,7 


252,9 
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Finr,ehaltanGlukosaminwurdemittelsAminosaureanalysenachgewiesen. ™- M a i i 

?S°BP einen Komplex; das molare Verhaltnis von TNF-a zu TNF-BP wurde mit 1:1 

mittels Reverse Phase Chromatographic (FPLC) durchgefuhrt. 

BlutwieimHarnakkumuliertwerden(18). o Mll i fttrtr « Hpp TNF-Aktivitat mit der Fahigkeit zu, die 

TNF-BP kommt offensichtlich die 
Konzentrationsanderungen von freiem, biologisch aktivem ' ™J *^ ein Molekulargewicht von 

dung von TNF durch die Niere beeinflussen, wed der mit TN £.S e a b ^ G f gensatz zu 

ca 75 000, bestimmt mittels Gelpermeationschromatographie auf Sephadex G 75 autweist, im o g 
TNF nicht durch den Glomerulus zuruckgehalten wird. 
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Das TNF-BP stellt eine von drei Hauptproteinkomponenten aus dem Harn von Dialysepatienten dar, die 
Affinitat zu TNF aufweisen und die gemeinsam mit TNF-BP von der Affinitatschromatographiesaule eluieren. 
Die beiden anderen Proteine binden jedoch offensichtlich in einer Weise, die die Bindung von TNF-ot an seinen 
Zelloberflachenrezeptor nicht beeintrachtigt. 

Auf Grund der erhaltenen Ergebnisse zur biologischen Wirkung des TNF-BP konnte es sich bei diesem 
Protein urn den loslichen Teil des TNF-Rezeptors handeln. 

Auf Grund seiner Fahigkeit, die biologische Wirkung von TNF-a und TNF-/? zu inhibieren, ist das TNF 
bindende Protein geeignet, bei Indikationen eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung der TNF-Akti- 
vitat im Organismus angezeigt ist. 

TNF-BP kann zur prophylaktischen und therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Kor- 
pers bei Indikationen, bei denen eine schadigende Wirkung von TNF-a auftritt, eingesetzt werden. Solche 
Erkrankungen sind insbesondere entzundliche sowie infektiose und parasitare Erkrankungen oder Schockzu- 
stande, bei denen endogenes TNF-a freigesetzt wird. Es sind darunter auch pathologische Zustande zu verste- 
hen, die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a, besonders bei hoher Dosierung, auftreten konnen, 
z. B. schwere Hypotension, Storungen des Zentralnervensystems. Als Arzneimittel kommen insbesondere phar- 
mazeutische Zubereitungen fUr die parenterale Anwendung in Betracht, z. B. in Form von Lyophilisaten oder 
Losungen, gegebenenfalls zusammen mit physiologisch vertraglichen Zusatzstoffen, wie Stabilisatoren. Auf 
Grund seiner TNF-a bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch als Diagnostikum fur die Bestimmung von 
TNF-a geeignet, z, B. als eine der Komponenten in Radioimmunoassays oder Enzymimmunoassays, gegebenen- 
falls zusammen mit Antikorpern gegen TNF-a. 

Auf Grund seiner Eigenschaften ist dieses Protein ein pharmakologisch wertvoller Wirkstoff, der aus naturlt- 
chen Quellen nicht in ausreichender Menge mittels proteinchemischer Methoden darstellbar ist. 

Es bestand daher das Bedurfnis, dieses Protein (bzw. verwandte Proteine mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden) 
auf rekombinantem Weg herzustellen, urn es fur die therapeutische Anwendung in ausreichender Menge zur 
Verfugung zu stellen. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, DNAs, kodieren fur Proteine mit der Fahigkeit, TNF-a 
zu binden, zur Verfugung zu stellen, urn auf deren Basis die Herstellung rekombinanter DNA-Molekule zu 
ermoglichen, mit denen geeignete Wirtsorganismen transformiert werden kdnnen, um Proteine mit TNF-BP- 
Aktivitat zu produzieren. 

Die Aufgabe wurde erfindungsgemaB dadurch gelost, daB auf Basis der N-terminalen Aminosauresequenz 
und Aminosauresequenzen von tryptischen Peptiden, die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten wurden, Hybri- 
disierungssonden hergestellt wurden und mit Hilfe dieser Sonden aus einer geeigneten cDNA-Bibliothek eine 
cDNA, die einen Teil der fur TNF-BP kodierenden DNA darstellt, erhalten wurde. 

Eine solche DNA hybridisiert mit DNAs (bzw. RNAs), kodierend fur TNF-BP bzw. verwandte Proteine mit 
der Fahigkeit, TNF-a zu binden, bzw. fur Proteine, deren Prozessierung TNF-BP bzw. TNF-BP verwandte 
Proteine ergibt (im folgenden werden diese DNAs (bzw. RNAs) der Einfachheit halber als "TNF-BP- DNAs" 
bzw. "TNF-BP-RNAs" bezeichnet). Unter Prozessierung ist die in vivo Abspaltung von Teilsequenzen eines 
Proteins zu verstehen. Dabei kann N-terminal die Abspaltung einer Signal- und/oder anderen Sequenzen und 
gegebenenfalls zusatzlich, wenn es sich etwa bei dem Protein um den extrazellularen loslichen Teil eines 
Rezeptors handelt, der mit dem N-terminal gelegenen Abschnitt aus der Zellmembran herausragt, C-terminal 
die Abspaltung des die transmembrane und cytoplasmatische Region des Rezeptors bildenden Teils des Proteins 
erfolgen. 

Unter TNF-BP-DNAs (bzw. TNF-BP-RNAs) sind auch cDNAs, abgeleitet von mRNAs, die durch alternatives 
Splicing entstanden sind (bzw. diese mRNAs selbst), mitumfaBt. Unter "alternativem" Splicing" wird die Entfer- 
nung von Introns verstanden, bei der vom gleichen mRNA-Precursor verschiedene Spliceacceptor- und/oder 
Splicedonor-Stellen verwendet werden. Die dabei entstehenden mRNAs unterscheiden sich voneinander durch 
das ganzliche oder teilweise Vorhandensein oder Fehlen von bestimmten Exonsequenzen, wobei es gegebenen- 
falls zu einer Verschiebung des Leserasters kommen kann. 

Gegenstand der Erfindung ist somit die in Anspruch 1 definierte DNA einschlieBlich samtiicher Varianten 
davon, die geeignet sind, mit TNF-BP-DNAs bzw. TNF-BP-RNAs zu hybridisieren. 

Die genannten Varianten umfassen z. B. diejenigen DNA-Molekule, die durch PCR-Ampiifikation mit Hilfe 
von Primern erhalten werden, deren Nukleotidsequenz nicht exakt mit der gesuchten Sequenz ubereinstimmt, 
etwa aufgrund von zu Klonierungszwecken vorgesehenen Restriktionsschnittstellen oder aufgrund von bei der 
Aminosauresequenzanalyse etwa nicht eindeutig ermittelten Aminosauren. 

Die erfindungsgemaBen DNA-Molekule konnen verwendet werden, um aus cDNA-Bibliotheken cDNA-Klo- 
ne, enthaltend TNF-BP-DNAs, zu erhalten. Weiters konnen die erfindungsgemaBen DNAs als Hybridisierungs- 
sonden fur mRNA-Praparationen eingesetzt werden, um TNF-BP-RNAs zu isolieren und daraus z. B. angerei- 
cherte cDNA-Bibliotheken herzustellen, die ein wesentlich vereinfachtes und effizienteres Screening ermogli- 
chen. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Isolierung der gewunschten DNAs aus genomischen DNA-Biblio- 
theken mit Hilfe der erfindungsgemaBen DNAs als Hybridisierungssonden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiters TNF-BP-DNAs, die mit den vorgenannten DNA-Molekulen hybridis- 
ieren, einschlieBlich ihrer degenerierten Varianten sowie modifizierte TNF-BP-DNAs, kodierend fur Proteine 
mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiters rekombinante DNA-Molekule, enthaltend solche DNA-Sequenzen. 

Solche rekombinanten DNA-Molekule sind zur Klonierung von DNA, kodierend fur Proteine mit der Fahig- 
keit, TNF-a zu binden, sowie zu deren Expression in entsprechenden Wirtsorganismen geeignet. 

Gegenstand der Erfindung sind weiters Polypeptide, die von solchen DNAs kodiert werden. 

Aufgrund ihrer Fahigkeit, TNF-a zu binden, sind diese Polypeptide geeignet, bei der prophylaktischen und 
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therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen K6rpers bei Indikationen eingesetzt zu werden, 

PolvoSe) in geeigneter Dosierung, gegebenenfalls in im Hinblick auf erne geste.gerte Affm.tat zu TNF-0 
mod.Srter Fofm auch fur die Inhibierung der Wirkung von TN F-/? im Organ.smus verwendet werden. 

G«en and deT Erfmdung sind daher weiters pharmazeutische Zubereitungen enthaltend e.ne d.e b.olog.- 
scS w'Sung von jNF-a und/oder TNF-/3 wirksam hemmende Menge von TNF-BP bzw. e.nem verwandten 

™&^£^™£XZX$?™>» » verstehen. die , B. durch Mutation Transposition oder 
Addition sowie durch verkurzung von TNF-BP-DNAs erhalten werden, sofern d.ese mod.f.z.erten Sequenzen 

^^f^^^^'^t^t^n der vor.iegenden Erfindung die Eigenschaft eines 
Prote ns ^Sen an TNF-a derart zu binden, daB die Bindung von TNF-a an den funkt.onellen Te.l des 
R«Sw "verwSert uS die Wirkung von TNF-a im menschlichen oder tierischen Organ.smus gehemmt oder 
Lfgehobe. 1 ^ wirA Durch diese Definition ist die Fahigkeit eines Proteins, auch an andere Prote.ne, z. B. an 
tisjf fl 7u binden und deren Wirkung inhibieren zu konnen. mit eingeschlossen. 

EbiSwSSlHttionfn der DNA-Sequenz erfolgt die Auswahl von fur die Expression gee.gneten 
wfrSrSJ^Sbewnder. im Hinblick auf diese bio.ogische ^T^^^^S^^ 
Herstellune rekornbinanter Proteine iiblichen Kritenen wie Vertraglichkeit mit dem gewahlten Vektor Prozes 
iieronS des Proteins. Expressionscharakteristika, Sicherhe.ts- und Kostenaspekte m d.e 

En Xdunf Ube den Winsorganismus ein. Die Wahl eines geeigneten Vektors erg.bt sich aus dem fur d.e 
T^SSnlZ^S^^ Wirt. Grundsatzlich sind alle Vektoren gee.gnet, d.e d.e erf.ndungsgemaBen 

^S?*^ auf deren Expression vor a.lem der etwaigen Re.evanz der beUlen 

be m natOrltahen Protein festgestellten Kriterien Glykosylierung (vgl. Vorversuch 12) und hoher Ante.l an 
&*JtoS£ MVm*nK* 9) fur die Eigenschaft, TNF-a zu binden. Rechnung zu tragen. ZweckmaB.g 
wSden daher furdie Expression Eukaryoten, insbesondere geeignete Express.onssysteme hoherer Eukaryoten, 

Ve ^ a e s n Durchsuchen voncDNA-Bibliotheken mit Hilfe von Hybridisierungssonden. die von Aminosauresequen- 
zen^Sf^Sgdeitet sind, .toBt auf Grund der Degeneration des genet.schen Codes m.tunter auf 
SSee% SchwSeiten. Zusatzlich erschwert wird diese Vorgangsweise dann wenn von emem Protein, w* 
z B dem TNF- BP nicht bekannt ist. in welchen Geweben es synthetisiert wird. In d.esem Fall J«nn beieinem 
Versf «n diese Method hunter Umstanden nicht mit Bestimmtheit festgestellt werden. ob es auf d.e Wah e.ner 
ungeeigneten cDNA-Bibliothek oder auf die zu geringe Spezifitat der Hybnd.s.erungssonden zuruckzufuhren 

'"'Zur Ldsune der gestellten Aufgabe wurde daher erfindungsgemaB wie folgt vorgegangen: Als cDNA-Bibliot- 
hek wude fdnt ^ B Sthek der FibrosarkomzelHnie HS913T. die mit TNF-a induz.ert worden war und >n 

^l^ie^lSSSSnbd. DN A mit TNF-BP Sequenzen zu erhalten. wurde die groBe Empfind.ichkeit 

in te S °'P d o!y r » PCR > ist *» "J °T^Z 

^S^^dtT^^WAic^^ut. der aufeinanderfolgend unter kontrollierten Temperatur- 

mmmmma 

klen(31)* . . 60 

%tt£X^^*2&^'^ «. N-ermin.,, A^ure^uenz sowie die 
A^S^XeS^^ 
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erleichtern. wurde der vom tryptischen Peptid abgeleitete Satz von Oligonukleotiden m.t e.ner BamHI-Restnk- 
tionsstelle versehen. Darauf wurde Lambda-DNA aus der TNF-a induz.erten F.brosarkom cDNA-Bibl.othek 
isoliert und daraus eine TNF-BP-Sequenz mittels PCR amplifiziert. Das erhaltene Fragment wurde kloniert und 
sequenzierf es weist 158 Nukleotide auf und enthalt zwischen den beiden von den Primer Oligonukleouden 
stammenden Sequenzabschnitten die fur das tryptische Peptid 20 kodierende Sequenz. 

Dieses DNA-Fragment kann nachfolgend radioaktiv markiert und als Sonde, z. B. zur Isolierung von cDNA- 
Klonen aus der Fibrosarkom-Bibliothek, verwendet werden. Dazu kann so vorgegangen werden daB zunachst 
Plaques mit der Sonde hybridisiert, Phagen von hybridisierenden Plaques vereinzelt und daraus Lambda DNA 

ge DarTufhin e kann Einzelstrang-DNA mittels PCR hergestellt und direkt sequenziert werden (Diese Methode 
kann verwendet werden. urn auf schnellem Weg Sequenzinformationen von Inserts rekomb.nanter Lambda- 
Klone zu erhalten, ohne den ublichen Weg der Subklonierung von DNA-Fragmenten in M13 oder ahnlichen 
Vektoren beschreiten zu miissen.) . , 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Vorversuche und Beispiele naher erlautert: 

Vorversuch 1 



Kompetitionsbindungstest 
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Die Anwesenheit von TNF-BP wurde durch Kompetition mit der Bindung von radioaktiv markiertern rekorn- 
binantem TNF-a ('»-I-TNF-a) an HL-60-Zellen uberpruft. Zur radioaktiven Markierung mit '"i-TNF-a wurde 
die Zwei-Phasen-Methode nach Tejedor und Ballesta verwendet (19). Dazu wurden 50 ul Boratpuffer (50 mM. 
pH 8.4), 10 ul KI (0.125 mM in freiem Boratpuffer) und 1 mCi 125 I (Amersham) mit 1 >ig rekombinantem TNF-a 
(hergestellt von Genentech enthaltend 36 x 10« E/mg, entsprechend 646 E/pMol), enthaltend 0.05% Tween 10. 
gemLht. Von der Voraussetzung ausgehend. daB sich markierter TNF-a von unmarkiertem hins.ch l.ch der 
Bindungseigenschaften nicht unterscheidet. wurde die spezifische Aktivitat durch Verdrangungsanalyse be- 



Stl Zur Durchfuhrung des Kompetitions-Bindungstests wurde ein Subklon von HL-60 Zellen (HL-60-10) (20. 21) 

VC Sie Zellen wurden in Suspensionskultur in RPMI-1640 Medium mit \Q°/o fotalem Rinderserum ^BS) gezttch- 
tet. Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase (7,5 x 10«) wurden mit Bindungspuffer (RPMI-1640. 10 /o 
FBS. 20 mM Hepes pH 7.4) gewaschen und mit 50 mM >"I-TNF-a 2 Stunden lang be. 4'C durch Rotation n 
1,5 ml Eppendorf Zentrifugenrohrchen in einem Gesamtvolumen von 300 ul inkubiert. AnschlieBend wurde 10 
Sekunden lang bei 8000 xg zentrifugiert, der Niederschlag mit eiskaltem Bindungspuffer aufgenommen und 
zweimal gewaschen. urn freien von membrangebundenem ,25 I-TNF zu trennen. cn „;c,^ Rin 

Die Radioaktivitat wurde mit einem gamma-Zahler (LKB 1272 Cl.n.gamma) gemessen. Die fpezif'sche Bin- 
dung wurde definiert als Differenz zwischen Gesamtbindung und unspezifischer Bindung d.e bei lOOOFacnern 
OberschuB von unmarkiertem TNF-a auftrat (die unspezifische Bindung betrug 5-20<>/o der Gesamtbindung). 
AnschlieBend wurde der EinfluB von dialysiertem Urin auf die Bindung von ' 25 I-TNF-o gemessen. 

Die Bindungshemmung verursacht durch verschiedene Volumina eines konzentnerten Dialyseh ams (der 
verwendete Ausgangsharn wurde mit EDTA (10 g/1), TRIS (6 g/1) NaNs (1 g/1), h Be " za ™ d,n . h y d a 7 v C ^[^ n ( i |2 
konserviert. gegen 0.15 M Nad. 5 mM Hepes. pH 7.4, und 1 mM Benzam.dinhydrochlond d.alys.ert und be, 
-20°C gelagert), wurde zur Konstruktion einer Standardkurve herangezogen, wobei das Unnvolumen gegen 
das Verhaltnis von gebundenem l25 I-TNF-a zu maximal gebundenem '»i-TNF-a(B/Bmax) aufgetragen wurde^ 
Eine Einheit TNF bindendes Protein wurde definiert als diejenige Menge von TNF-BP. die das Verhaltn.s 

B/ 5™ neV^ Bindung von >"I-TNF-a an die Zellen durch eventuell in der Probe vorhandenen 

TNF-aoderTNF-/9zuverhindern,muBten diese entfernt bzw. blockiert werden. TM eni,»r«,. 

Dazu wurden Antisera verwendet. die durch Immunisierung von Kaninchen m.t TNF-a bzw. TNF-^ herge- 
stellt worden waren. Das Immunglobulin von 1 ul TNF-a- Antiserum wurde an 25 mg P rot e ,n -A;Sepharose 
(Pharmacia) in 200 ul Bindungspuffer bei 37° C eine Stunde lang adsorbiert. Urn eventuell in den biolog.schen 
Proben enthaltenes TNF-a zu entfernen. wurden diese mit dem an Protein A-Sepharose gebundenen ' Anti-TN F- 
a 12 Stunden lang bei 4«C in einem Volumen von 750 ul unter Rotation inkubiert. Nach anschlieBender 
SminUtiger Zentrifugation bei 10 000 xg wurde der Oberstand fur den ICompetitio nsbindungstest verwende 

In einem Vergleichsversuch konnte gezeigt werden, daB mit Hilfe dieser Vorgangsweise die Kompetmon 
durch 10 nM exogenen rekombinanten TNF-a vollstandig aufgehoben wird. 

Dazu wurden verschiedene Konzentrationen von TNF-a (1-100 nM) in 7 ul Bindungspuffer m.t 1 u I ant, 
TNF-a. adsorbiert ^n 25 mg Protein A-Sepharose, 12 Stunden lang bei 4«C unter Rotation inkubiert Nach 
Zentrifugation wurden die Oberstande dem Kompetitionsbindungstest unterworfen Die Ergebn.sse dieses 
Vergleichsversuches sind in Fig. 2a dargestellt: Die Werte, erhalten nach Prainkubation mit An i-TNF-a 
£ r !! e 1 _ •), wurden verg.ichen mit den entsprechenden Werten fur TNF-a, das nicht vonnkub.ert wo .rden 
war (o - - - O). Die Ergebnisse zeigen, daB die Verringerung der Bindung von 125 I-TNF-a durch 10 nM 
TNF-a augeschaltet werden kann, wenn TNF-a mit Antikorpern prainkubiert wird. 

Da Antikorper gegen TNF-/?keine Bindung an ' "I-TNF-a zeigten. konnten s.e direkt zur biolog.schen Probe 
zugegeben werden. Es wurden 10 ul Antiserum mit der Probe gemischt. eine Stunde inkubiert und anschl.eBend 

^l^Z^^XL gezeigt werden. daB durch ^Zugabe von Anti-TN F-^ die durch 100 nM 
exogenen rekombinanten (hergestellt von Genentech, enthaltend 230 x 10* E/mg entsprechend 3,96 E/pMol 
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TNF-fl verursachte Hemmung der Bindung aufgehoben wird. Dazu wurden den Vergleichsproben mit konstan- 
ter TOF jKon-entration verschiedene Mengen Anti-TNF-0(1.25-2O ul) zugesetzt. Nach 60m,nu .ger Inkuba- 
don wurden die Mischungen dem Kompetitionsbindungstest unterworfen F.g. 2b ze.gt. daQ 10 ul Ant.-TNF-/? 
die durch TNF-0 100 nM verursachte Bindungshemmung vollstandig aufhebt. 

Die Ergebnisse der Kompetitions-Bindungsversuche sind in Fig. 1 dargestellt: Die Bindung von 50 P M 
«5?TOFi bei ?C in Gegenwart von 20fach konzentriertem Dialyseharn ist durch den Verlauf der Kurve 
m . • dargestellt (die Balken zeigen den Standardfehler des arithmetischen Mittels an) 

DaB die gemessene Verringerung der Bindung von ■"I-TNF-a an die Zelle n.cht auf die Anwesenheit von 
TNF a odef TNF |in der Probe zuruckzufiihren ist. zeigt der identische Kurvenverlauf be, Proben m.t vorange- 

langener Behandlung mit TNF-a-Antikorpern. gebunden an Protein-A-Sepharose (O O). bzw. unter 

Zugabevon tOu.lTNF-0-Antiserum(a □)• 

Vorversuch 2 

niwr Versuch wurde durchgefuhrt, um zu uberprufen, ob TNF-BP Affinitat zu TNF-0 aufweist. Dazu wurde 
wfe n VoJv^T wSgS mit dem Unterschied. daB die Zellen mit 50 pM i»I-TNF-{ inkub.ert wurden. 
S ^rde™«stellt diB TNF-BP zu TN F-fi eine Affinitat aufweist. die ca. 1/50 seiner Affinitat zuTNF-a 
betrlgt; d. h ef werdeS 50 Einheiten TNF-BP ben6tigt, um die Bindung von TNF-0 an d.e Zelle um SQO/o zu 
inhibieren. 20 

Vorversuch 3 

Nachweis der Bildung eines Komplexes von TNF-a mit TNF-BP aus biologischen Flussigkeiten 

Diese Versuche wurden mit einer Mischung von '»I-TNF-a mit dialysiertem Harn oder Serum mittels 
GetaSonSaphie aus Sepahcryl durchgefuhrt. Dazu wurden Mischungen m.t und ohne 250fachen molaren 

-* l25 I-TNF-a bei einer Endko~n von 200 pM 

ffiiihftatate S MnSh eluiert Vor der Gelchromatographie wurden ein Teil der Proben zusatzl.ch m.t 
einem 250fachen molaren OberschuB von unmarkiertemTNF-a(50 nM) inkub.ert. 

F.g. 3A zeigt das Chromatogramm von >"I-TNF-a allein (□---□) und einer Mischung von 200 pM 
' 2 M-TNF-a mit dialysiertem Harn einer gesunden Person (• — •)• . . „;„„ m 

Fig 3B zeigt die Elutionsprofile von Mischungen von 200 P M 125 I-TNF-a m.t d.a ys.ertem Ham von emem 
Uramlepatienten in Abwesenheit(» •) und Anwesenheit (O O) ernes 250fachen Oberschus- 

^X^SSJ&^ von Mischungen von 200 pM -I-TNF-« mit Serum einer gesunden Person in 
Abwesenhell (• - - - •) und Anwesenheit (O O) eines 250fachen Oberschusses von unmark.er- 

tC FiI N 3D 'zeigt die Elutionsprofile von Mischungen von 200 pM 125 I-TNF-a mit Serum von einem Urlmie -Pa- 
tient en in Abwesenheit (• •) und Anwesenheit (O O) eines 250fachen Oberschusses von 

unmark iertem TtoF a P eile bedeuten das Totvolumen V 0 und die Elutionsvolumina von R.nderserumalbum.n 
O^SS^^T&m. Ovalbumin (II; 43 000). Chymotrypsinogen (III; 25 000) und R.bonuklease (IV; 

t3 Befverwendung von dialysiertem Harn einer gesunden Person eluierte 125 I-TNF-a als einzelner Peak . snt- 
sprechenTeLm Molekulargewicht von ca. 35 000 (F.g. 3 A); die Verwendung von 

tienten Serum einer gesunden Person und Serum eines Uramiepatienten resultierte in zwe. Hauptpeaks. 
entsprechend M^ekufargewichten von ca. 35 000 (freier ,25 I-TNF-a) und ca. 75 000 (Komplex zw.schen 
,25 I-TNF-a und TNF-BP). 

Vorversuch 4 
Partielle Reinigung von TNF-BP 
TNF-BP wurde aus mehreren Proben Dialyseharn von Uramiepatienten partiell gereinigt. 

a) Konzentration 

Dazu wurden ieweils 300 ml Harn durch Druckultrafiltration (Diano-Zellen. ausgerOstet mit UM-10-Membra- 
nen^^ Dialyse gegen .0 mM Tris HC1. pH 8.0.03% Natnumaz.d konzentnert. 

b) Ionenaustauschchromatographie 

Zur Durchfuhrung der Ionenaustauschchromatographie wurde \™£«*£d* 
macia) mit der Probe (15 ml konzentrierter Dialyseharn enthaltend 92 E/m TNF-BP) beschickt 
mh 50 m efnes NaCl/10 mM Tris/HCl, pH 8,0-Gradienten, wobet d * ? aC1 - K ° nz ^^^ 
Der am Ende der Elution verwendete steile Gradient diente zur Oberprufung, ob zusatzhches TNF-BP bei honer 
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Ionenstarke eluierbar ist. Die das TNF bindende Protein enthaitenden Fraktionen wurden vereinigt lyophilisiert, 
Sraufgeno™ and gegen 0,15 M NaCI. 5 mM Hepes P H 7,4 dialys.ert. Das lonenaustausch-Chromato- 
g^amm fat in Fig.™ A dargestellt (um die Werte fur die Absorption zu erhalten, s.nd d.e dargestellten Werte m.t 
0,3 zu multiplizieren). 

c) Gelpermeationschromatographie 

Die aus Schritt b) erhaltene Proteinlosung (5 ml, enthaltend 375 E/ml TNF-BP) wurde auf eine Sephadex G-75 
™2rfin^sffi26x90ck Pharmacia), equilibriert mit 0.15 M NaCI, 5 mM Hepes, pH 7.4, aufgetragen. Die 
Ste Irde bei eirfe? DuSluBrate von 7 m./Stunde eluiert. Das , Chromatogramm faun Rg 4B >£^«tj*J 
Pfeile zeigen das Totvolumen ( V 0 ), die Elutionsvolumina von Rinderserumalbum.n (I Molekulargew.ch 67 000), 
Ov^bumfn (II 43 000) und Chymotrypsinogen (m, 25 000) an (um die Werte fur d.e Absorpt.on zu erhalten, s.nd 
die dargestellten Werte mit 0,03 zu multiplizieren). m „„ n ,, M 

Die TNF-BP enthaitenden Fraktionen wurden vereinigt, lyophilisiert, w,eder aufgenommen, S^0A2M 
NaCI 5 mM Hepes pH 7,4 dialysiert und durch Filtration sterilisiert. Die Bestimmung der Prote.nkonzentrat.on 
erfolate mit HilfedesBiorad Protein Microassay und mit Albumin als Standard. . K>f „i„i,. 1 | a r« 

52 partielie Reinigung brachte eine 62fache Anreicherung des TNF b.ndenden Proteins, das Motekularge- 
wicht wurde mit ca. 50 000 bestimmt. 

Vorversuch 5 

Hemmung der biologischen Aktivitat von rekombinantem TNF durch TNF-BP 

Die Blockierung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-adurch TNF-BP wurde an HL-60-10 Zellen in 
AgVrk^ur Vemessen. 2000 Zellen wurden in 1 ml 0,3%igem Agar auf 0,5<>/oigem Agar, jewe.ls in W^tumsme- 
Hif,™ m 1 ool fetalem Rinderserum, in 35 mm Gewebekulturschaien geschichtet; die Topagarsch.cht der Kul- 
?ShT len enthte fc ZsM^Z^nz^uon.n von TNF-« (0-4 pM, ausgehend von Stammlosungen ent- 
nal end 80 ^M oder 320 pM TNF-a in Wachstumsmedium) und eine einheitliche Konzentrat.on von TNF-BP 
(13 F^ml a^gehend von einer Stammlosung enthaltend 100 E/ml in 0,15 M Nacl, 5 mM Hepes. pH 7,4). D.e 
Kolonien wurden nach 10 Tagen gezahlt. k„ 0 „,„„, tmp« Hnrrh TNF-BP in Agar- 

gen I W? SS, 62 und 16 E/ml) bei konstanter Konzentration von TNF-a (2 P M; Stammlosung 80 pM s.nd n 
F1* SBdargestellt (Balken bedeuten jeweils die Standardabweichung des anthmetischen Mittels). Die Ergebms 
2 diese? Ve g rsuche Sgen den dosisabhangigen Effekt des TNF-BP auf die biologische Wirkung von TNF-a. 

Vorversuch 6 

Bindungsverhalten von Zellen nach Vorbehandlung mit TNF-BP 

7 5xl0 6 HL-60-10 Zellen in 300 ml RPMI, 10% FBS, 20 mM Hepes pH 7,4 wurden 20 min lang bei 37°C mit 
TNF-BP (14 E/ml) inkubiert, danach zweimal mit eiskaltem Bindungspuffer gewaschen Danach wurde der 
Ko^u^S^^ mit '"I-TNF-o, wie im Beispiel 1 angegeben, durchgefuhrt; d.e Kontrol.versuche 

W twul^h^ 

des TNF-BP nicht auf seiner etwaigen Bindung an die Zellen beruht. 

Vorversuch 7 

Herstellung von hochgereinigtem TNF-BP 

a) Konzentration des Hams 

900 1 Dialvseharn von Uramiepatienten, aufbewahrt in Flaschen enthaltend EDTA (10 g/1), Tris (6 g/l), NaN3 
(lg^ (lg/D sowie kuhl ^elagert wurden du^ 

hochdurchlassigen Hamokaptllarfilter mit einer asymmetnschen Hohlfasermembarn ( F H ^^^^.^r' ^ ^ , ^ g 
5* einem Proteingeh.lt von 567 g konzentriert. Der konzentnerte Harn Tns HC I pH 8 

r\\»\v*\f>rt Wahrend dieses Vorgangs wurde, w e in den nachfolgenden Schntten (auBer bei der Keverse rnabc 
Ch y omato^ 

Alle nachfllgenden Reinigungsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, be. 4° C durchgefuhrt. 

b) lonenaustauschchromatographie 

Dieser Schritt wurde wie im Vorversuch 1 beschrieben, durchgefuhrt. Dazu wurden DEAE-Sephacel-Saulen 
(2.5 x To cm) m" ?roben konzentrierten und dia.ysierten Harns, iy*^ 
wurde mit 800 ml eines NaCl/10 mM Tris/HCl pH-8-Grad.enten, wobe. d.e NaCl-Konzentrat.on 0 u,* 
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betrug. Die das TNF-BP enthaltenden Fraktionen von sieben Saulen mit einem Gesamtproteingehalt von 114 g 
wurden bei -20°C gelagert. 

c) Affinitatschromatographie 

Zur Herstellung der TNF-Sepharosesaule wurde rTNF-a (15 mg) in 01 M NaHCOs. 1 M NaCl, P H 9 (Kopp- 
lumTsDuffer] an 1,5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt D.e Sepharose wurde m 
Sci g Juollen und mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die Suspension 2 
Stlden lang ^Raumtemperatur rotieren gelassen. Der OberschuB an CNBr-Gruppen wurde durch emein- 
hXsttodfge Rotation mit IM Ethanolamin, pH 8 blockiert. Die TNF-Sepharose wurde e.mge Male abwech- 
sSSdZ \ M I NaCI. 0 ° M Natriumacetat pH 8 und 1 M NaCl.0.1 M Borsaure pH 4 gewaschen und ansehlieBend 
nXsphaigSferter KochsalzlSsung mit 1 mM Benzamidinhydrochlond gelagert. Die aus Schntt b) erhalte- 
nen FraktfoSeS wurden auf eine Konzentration von 0.2 M Nad. 10 mM Tris/HCl pH 8 eingestellt Die TNF-Se- 
onarose wuJde in eine Saule gepackt und mit 0,2 M NaCl. 10 mM Tris HC1, pH 8 gewaschen und die TNF-BP 
SStendSn Frakttonen entsprechend ca. 30 g Protein, bei einer DurchfluBrate von 10 ml/h aufgetragen und 
r^JfffiwSm HCl, pH 8 gewaschen. bis im Eluat bei 280 nm keine Absorption mehr 
nach weisbTr war. AnschlieBend wurde TNF-BP mit 0,2 M Glycin/HCl, pH 2,5 eluiert. 

Der Verlauf der Affinitatschromatographie ist in F.g. 6 dargestellt: O O Absorption be. 280 nm. 

m • TNF-BP, gemessen im Kompetitionsbindungstest. 

TNF-BP enthaltende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Polyethylengly- 
koUMG 60S - bTzu einer Endkonzentration von 10 mg/ml - lyophilisiert. Die lyoph.hs.erte Probe wurde ;n 
Ssfulie^Wasser gelbst und gegen destilliertes Wasser dialysiert. (Die d.alys.erte Probe (4 ml) wurde m 

gegenuber dem vorangegangenen eine weitere Anrekherung um d« * 
9000fache (De Reinigungsgrad in diesem Schritt konnte nicht exakt best.mmt werden. we. e.n gewisser Ante.) 
von^TNF oaus de Saule auslief und dabei moglicherweise einen Teil des TNF-BP mask.erte; erne derart.ge 
M^lderung hat zwangslaufig eine Ungenauigkeit bei der quantitativen Bestimmung der Aktiv.tat des Proteins 
zuf Folge ) SDS- PAGE (durfhgefiihrt wie in Vorversuch 8 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden Fraktionen 
zeigu i St Elutfor , von drei Hauptkomponenten mit Molekulargewichten von 28 000, 30 000 und 50 000 (F,g. 8. 
Spur A). 

d) Reverse Phase Chromatographic 

Ein aliauoter Anteil (1 ml) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0.1% Trifluoressigs- 
aure wurde auf eta Pro?PC HR 5/10 Saule (Pharmacia), die an ein FPLC-System (Pharmacia) angeschlossen 
war Mfetragen Die Saule wurde mit 0.1%iger Trifluoressigsaure equilibriert und be. Raumtemperatur m.t 
einem SX 5 ml Gradienten von 10 Vol.-% bis 50 VoL-% Acetonitril. enthaltend 0.1% Trifluoressigsaure, 
beschickt ^dirDurchnuBrate betrug 03 ml/min. Fraktionen von 0,5 ml wurden gesammelt und die Absorption be. 
^Mtorit^^SSdts TNF-a bindenden Proteins mit Hilfe des Kompetitionsb.ndungstest. w.e >m 
Battel 1 M««ben bestimmt, wobei jeweils 0,01 ul Probe verwendet wurden. TNF-BP elu.erte als e.n einziger 
Afcti^attp^ muprad!^ einem scharfen UV-Absorptionspeak. Die Ergebnisse d.eser Untersuchungen s.nd 

in D£er d ?eTz e te te Reinigungsschritt brachte eine Zunahme der spezifischen AktivitjU urn das ca. 29fache die 
Gesam!Lnahm e a n | kti 5 itat gegenuber dem Aus. ^material (konzentnerter Dialyseharn) betrug das ca. 

^SDS-PAGE der reduzierten und nicht reduzierten Probe, durchgefiihrt wie in Vorversuch 8 angegeben, zeigte 
das Vc^ndensem "fnes einzigen Polypeptids mit einem Molekulargewicht von ca. 30 000 (F,g. 8. Spuren B, C). 

Vorversuch 8 

SDS-Polyacrylamidgeletektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (25) auf 18 cm langen, 16 cm breiten und 1,5 mm i dicken 
P.ih!^ muTo Taschen mittels einer LK.B 2001 Elektrophorese-Einheit durchgefiihrt Der Prote.ngehalt der 
S^ius^ S^^SSS c) und d) (Vorversuch 7) wurde mittels Bio-Rad 1 Protein i Assay bestimmt 
bzw Zs der aW P X bei 280 nm berechne^ wobei einer Absorption von 1 ,0 em Gehalt von 1 mg TNF-BP/ml 

°°D!S^«2^«nd ca. 25 ug Protein (aus Vorversuch 7c) bzw. ca. 5 ug (aus 7d) in ^"Z^ZlZls 
ethanol) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%.ges Sammelgel und e in 5- 1 > » 20%.g*^eares 

Proteine mit Molekulargewichten von ca. 28 000, ca. 30 000 und ca. 50 000 nachgewiesen. 

Spuren B und C (Reverse Phase Chromatographic): Elektropherogramme des reduzierten (B) und des n.cht 
reduzierten (C) hochgereinigten Proteins. 
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Das Ereebnis der SDS-PAGE zeigt, daB TNF-BP aus einer einzigen Polypeptidkette mit einem Molekularge- 
wicht von ci 30 000 besteht. (Der Unterschied zwischen diesem Molekulargew.cht und dem mutels Gelpermea- 
dorischromSographie auf Sephadex G-75 ermittelten Molekulargew.cht von ca. 50 000 konnte dam.t erklart 
werien daB bei der Gelpermeadonschromatographie auf Grund der Molekulform des Proteins em hoheres 
MofekulargewichrvorgetLsch wird. Eine weitere MSglichkeit fur die Erklarung d.eser D.skrepanz konnte die 
BildungvonTNF-BP-Dimerenunter nicht denaturierenden Bedingungen sein.) 

Vorversuch 9 

Aminosaureanalyse 

Die Aminosaureanalyse wurde mit dem Beckman High Performance Analyzer System 6300 nach Standard- 

^Se^^^^inorturexu.^enwtzung. angegeben in Mo. Aminosaure pro Mol Protein und in 
Mol-% Aminosaure, bestimmt als Mittelwert einer 24- und einer 48stundigen Hydrolyse: 



Mol AminosSure/ 
Mol Protein 



Mol-°/o Aminosaure 



Asp + Asn 

Thr 

Ser 

Glu + Gin 

Pro 

Gly 

Ala 

Cys 

Val 

Met 

He 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

Lys 

Arg 

Total 



27,5 


10,9 


15,8 


6,3 


20,7 


8,2 


35,0 


13,8 


9,5 


3,8 


16,0 


6,3 


4,2 


1,7 


32,3 


12,8 


10,8 


4,3 


1,1 


0,4 


7,0 


2,8 


20,2 


8,0 


6,1 


2,4 


8,1 


3,2 


11,1 


4,4 


15,7 


6,2 


11,8 


4,7 


252,9 
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Weiters wurde in den Proben Glukosamin nachgewiesen. 

Vorversuch 10 
a) Probenvorbereitung 

15 u* des nach Vorversuch 7d) gereinigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt und weiter 
gereiSfg^ Bakerbond WP C18-Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 0,10/oige Tnf ^sigsa 

Was er (Eiuens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase ycrwcndct Die G ^ n ^^^^S!Sp 
20 bis 680/0 Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm und bei 2 .?° n ^ 
enthaltende Fraktion wurde gesammelt, getrocknet und in 75 u.1 700/o,ger Ameisensaure geiost und direkt fur die 
Aminosauresequenzanalyse verwendet. 

b) Aminosauresequenzanalyse 

Die automatische Aminosauresequenzanalyse wurde mit einem Applied ^!^J^^^^^. 
quenator durch On-line-Bestimmung der freigesetzten ^^^^^S^S^^^tS Sa - 
me Analysator. Modell 120 A PTH, durchgefQhrt. Sie ergab die folgende N-terminale-Sequenz als Hauptse 

quenz:(ca.80%der Proteinmenge): 

Asp-Ser-Val-X-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ue-His-Pro-Gln-. 
Daneben war folgende Nebensequenz nachzuweisen: 

Leu-(Val)-(Pro)-(His)-Leu-Gly-X-Arg-Glu-. . . 

(Die in Klammer stehenden Aminosauren konnten nicht eindeutig identifiziert werden.) 

Vorversuch 1 1 

SDS-PAGE 
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Die Probenvorbereitung wurde wie im Vorversuch 10 durchgefuhrt mit dem Unterschied. daB die Proben- 
t Z I hZvJ Q\e Probe wurde in 50 ul Wasser aufgenommen und in 4 Portionen geteilt. Emer der vier 
^t^?^S^^S^^ mittels SDS-PAGE nach der Method, von Laemmli (25 , ™. 
nTT?Dith to hreitol) reduziert und auf Minigelen (Hofer. 55 x 80 x 0.75, 15%) getrennt; als Molekulargewichts- 
DTT (Dithiothreito^reauzierx b * ne verW endet. Die Farbung erfolgte nach der Methode von Oakley 

^S^XSI^^^^^^^ Es ™* eine einzige Bande bei einem Molekular * ewicht 



von ca. 30 000. 

Vorversuch 12 



10 



Untersuchung auf Zuckeranteile mittels Affinoblotting 
Dazu wurden zwei der restlichen Portionen aus der Probenvorbereitung zu Vorversuch 1 1 gelelektrophore- 

% SFwahrend 12 h bei einer Stromstarke von 1.1 mA/cm* Gelflache. AnschheBend an den Blot-Vorgang 
IVtU^ctrX* fn Btockingpuffer (1% BSA in PBS. pH 7.2) bei Raumtemperatur unter Schutteln mkub.ert 

(PB n S: k^ n «S£^^ ** *«* *t r die 

Die Farbung der Gly wproteine ' «™«; e ™" A v reaKiert mit Glucose und Mannose. und Weizenkeimlectin 20 

^K^T^Smf^Uc^ Kon.roUproeine mh bekanmer G ly k„, s „ U k.u, ml. arfge.ra. 

gen (Con A: Ovalbumin; WGA: Fetum). 

Die Entwicklung mit ConA wurde wie folgt ausgefuhrt: 

- einieeMalespalenmitTBS(500mMNaC1.20mMTRIS.pH7,4) ^ mJ yrarn 

- 60minInkubationmitConA 



30 



35 



_ 4xl5minspuleninTBSKmitO,l%TWEEN20, 

— 60 min Inkubation mit Peroxidase (50 mg/ml in TBSK.), 
_ 4 x 15 min spiilen in TBSK. mit 0.1% TWEEN 20. 

I Sal^ (60 mg 4-Chloro-l-naphtho.. 15 mi Methanol 85 ml TBS. 60 m. H 2 0 2 ). bis 

blaue Banden sichtbar werden. 

— Die Farbung wurde durch Spiilen mit Wasser beendet. 
Die Entwicklung mit WGA/Peroxidase wurde wie folgt ausgefuhrt: 

— einige Male spiilen mit TBS, 40 

— Inkubation mit Lectin- Konjugat (20 ml/ml in PBS) fur 2 n, 

— einige Male spiilen mit TBS, 

— 15 min Inkubation in TBS, 

— Inkubation mit Farbemedium (vgL oben), bis blaue Banden sichtbar werden. 

vSS^S&tfSftSSL SfBSff-U C-A. d,e 3 „C**) - 4 ,, ig en die " 

R oS&iSnb d«* Affmoblots zeigt, daB es s ich bei TNF-BP «. ein Glykoprotein handelL 

Vorversuch 13 

EinfluB von TNF-BP auf die zytotoxische Wirkung von TNF-a 

bestimmt. Die Titrationskurven dieses Versuchs sind in Fig. 11 dargesteut \w 
O 0: 1000 pM TNF-a). 

Beispiel 1 
a) Tryptic Peptide Mapping 

E.wa 60 ug de S nach Verves h 7d) i?™*'"/™'™! -J^^.flS L?„5^*™.£ 

S^ei:;« 

ll 
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gerung betrug 20 bis 68% Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm und bei 280 nm. Die 
TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszeit etwa 13.0 min) wurde gesammelt, getrocknet und in 60 |il l°/oigem 
Ammoniumbicarbonat gelost 

Dieser Ldsung wurden l%w/w, entsprechend 0,6 u.g Trypsin (Boehringer Mannheim) zugesetzt und die 
Reaktionsmischung 6 Stunden bei 37° C inkubiert. Danach wurden nochmals 1% w/w Trypsin zugesetzt und die 
Inkubation iiber Nacht fortgesetzt. 

Zur Reduktion der Disulfidbrucken wurde der Reaktionsansatz anschlieBend mit 60 u.1 6 M Harnstoff und mit 
12 u.1 0,5 M Dithiothreitol versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. 

Die Auftrennung der entstandenen tryptischen Spaltpeptide erfolgte uber Reverse Phase HPLC, wobei eine 
Delta Pak C18 Saule (Waters, 3,9 x 150 mm, 5 ® m Teilchendurchmesser, 100 A Porendurchmesser) bei 30° C und 
0,l°/oige Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet 
wurden. Die Gradientensteigerung betrug 0 bis 55% Eluens B in 55 min, danach wurde 55% B fur 15 min 
beibehalten. Die FluBrate betrug 1 ml/min, die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm (0,5 AUFS) und bei 280 nm 
(0,05 AUFS). 

b) Sequenzanalyse von tryptischen Peptiden 

Einige der nach a) gewonnenen tryptischen Spaltpeptide von TNF-BP wurden der automatischen Aminosau- 
resequenzanalyse unterworfen. Dazu wurden die entsprechenden Fraktionen aus der Reverse Phase HPLC 
gesammelt, getrocknet und in 75 |xl 70%iger Ameisensaure geldst. Diese Ldsungen wurden direkt fur die 
Sequenzierung in einem Applied Biosystems 477 A Pulsed Liquid Phase Sequenator eingesetzt. Tab. 1 enthalt die 
Ergebnisse der Sequenzanalyse der tryptischen Peptide, wobei die in Klammern angefiihrten Aminosauren nicht 
mit Sicherheit nachgewiesen werden konnten. Die Angabe "X" bedeutet, daB an dieser Stelle die Aminosaure 
nicht identifiziert werden konnte. In der Fraktion 8 konnte die Aminosaure in Position 6 nicht identifiziert 
werden. Die Sequenz — X — N — S— fur die Position 6—8 laBt vermuten, daB die Aminosaure 6 in glykosylierter 
Form vorliegt 

Auffallend ist die weitgehende Identitat der Sequenz der nur in geringer Menge auftretenden Fraktion 12 mit 
der in Vorversuch 10 bestimmten Nebensequenz des N-Terminus. Da die Proteine der Haupt- und Nebense- 
quenz auf einer analytischen Reverse Phase HPLC-Saule (Vorversuch 10a) nicht trennbar waren, k6nnte es sich 
bei dem Protein mit der Nebensequenz urn eine am N-Terminus verlangerte Form des TNF-BP handeln, die 
durch Prozessierung zum GroBteil in das Protein mit der Hauptsequenz uberfuhrt wird. 



Fraktion Aminosauresequenz 

1 D-S- V-C-P-Q-G-K 

2 X - X - L - S - (C) - S - K 

5 E - N - E - (C) - V - S - (C) - (S) - N - (C) - K - (K) 

8 Y-I-H-P-Q-X-N-S-I-X-X-X-K 

11 E - C - E - S - G - S - F - T - A - S - E - N - (N) - (K) 

12 L-V-P-H-L-G-D-R 

14/1 G-T-Y-L-Y-N-D-C-P-G-P-G-Q- 

14/11 (E)-M-G-Q- V-(E)-(I)-(S)-X-X-X-(V)-(D)- 

20 G-T-Y-L-Y-N-D-C-P-G-P-G-Q-D-T-X-X-R 

26 Q - N - T - V - (C) - T - X - (H) - A - G - F - (F) - L - (R) 

27 S - L - E - (C) - T - K - L - (C) - L - P - Q - I - E - N - 



(Urn die Beschreibung der nachfolgenden Beispiele zu vereinfachen, werden oft wiederkehrende Methoden 
bzw. Bezeichnungen kurz beschrieben.) 

"Schneiden" oder "Verdauen" von DNA bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA mittels Restnk- 
tionsendonukleasen (Restriktionsenzymen) an fur diese spezifischen Stellen (Restriktionsstellen). Restriktions- 
endonukleasen sind kauflich erhaltlich und werden unter den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen 
(Puffer, Rinderserumalbumin (BSA) als Tragerprotein, Dithiothreitol (DTT) als Oxidationsschutz) eingesetzt. 
Restriktionsendonukleasen werden mit einem GroBbuchstaben, meist gefolgt von Kleinbuchstaben und norma- 
lerweise einer romischen Ziffer, bezeichnet. Die Buchstaben hangen von dem Mikroorganismus ab, aus dem die 
betreffende Restriktionsendonuklease isoliert wurde (z. B.: Sma I: Serratia marcencens). Oblicherweise wird 
etwa 1 u.g DNA mit einer oder mehreren Einheiten des Enzyms in etwa 20 u.1 Pufferldsung geschnitten. Norma- 
lerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37° C verwendet, kann aber laut den Verwendungsvor- 
schriften des Herstellers variiert werden. Nach dem Schneiden wird manchmal die 5'-Phosphatgruppe durch 
Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) entfernt. Dies dient zur Verhinderung einer 
ungewunschten Reaktion der spezifischen Stelle in einer nachfolgenden Ligasereaktion (z. B. Zirkulansierung 
eines linearisierten Plasmids ohne Insertierung eines zweiten DN A-Fragmentes). Wenn nicht anders angegeben, 
werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephosphp- 
ryliert. Reaktionsbedingungen fur die Inkubation mit alkalischer Phosphatase sind z. B. dem M13 Cloning und 
Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, PI/129/83/12) zu entnehmen. Nach 
der Inkubation wird Protein durch Extraktion mit Phenol und Chloroform entfernt und die DNA aus der 
waBrigen Phase durch Zusatz von Ethanol prazipitiert. 
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»i r hestimmten DNA-Fragments bedeutet die durch den Restriktionsverdau erhaltenen DNA- 

FrSS^^^^^^^ Agarosegel. Nach der Elektrophorese and dem Sichtbarmachen 
der DNA im UV Licht durch Anfarben mit Athidiumbromid (EtBr) w.rd das gewunschte Fragment anhand 
mitaufeetrasener Molekulargewichtsmarker lokalisiert und durch we.tere Elektrophorese an DE 81 Pap.er 
IS u f?l n^^^l^nWebunclen Die DNA wird durch Spiilen mit Niedrigsalzpuffer(200 mM NaCI, 20 mM Tns 

i ^.Nyf'pnTA\p1iiiert Die DNA wird durch Zusatz von Athanol prazipitiert. 
' UTnlrmlSin^edemet das Einbringen von DNA in einen Organismus. so da3 die DNA <tort rep l.zierbar 
ist entwederex^rachromosomal oder chromosomal integriert. Transformation von E. ^^f' ™ 
Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa. Amersham, PI/129/83/12) angege 

b w e nSn» einer DNA bedeutet die Bestimmung der Nukleotidsequenz Dazu wird zunachst die zu 
^nnenzferende DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und d.e Fragmente werden m ent- 
sequenzierende UN a mu ve sc ig Doppelstra ng DNA eingebracht. oder es werden d.e 

n P NA ^^^S^^^^^^^^P^ und die groBenselektionierten Fragmente in Sma 1 

D.deoxymethode (35) Seq ^ ("Sequenase, Fa. United States Biochemical Corpora- 

^0^™ dem^HanVuch "Sequenase: Step-by-Step Protocols for 

der ZU DNA in einen Vekto, der 

(33 Sen Z ^ der Bi.dung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden von 

nJS^ Oblicherweise werden zwischen 0.02 und 0,2 ug DNA-Fragmente ir i 10 ul mit 

^!!?^^SNJ^S^Sg^r) in einer geeigneten Pufferlosung ligiert (33) (T. Man.aus et al. Molecular 

C '°SiS^ DNA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid DNA aus Bak Lterjen. rnitteb 35 
der alkalische! SDS-Methode, modifiziert nach Birnboim und Doly (T. Man.atis et aL. Molecular Cloning 1982. 
nn SS^TmwWri^n des Lysozyms. Dabei werden die Bakterien aus 1.5 b.s 50 ml Kultur venvendet. 

6 M g ^rS. TBE-Puffer) gereinigt und nach der Elution aus dem Gel uber e.ne Gel-25 Sepharosesaule 
entsalzt. 

Beispiel 2 

Herstellung von TNF- Bindungsprotein-spezifischen Hybridisierungssonden ^ 

Die Auswahl der Oligonukleotide wurde im Hinblick auf deren Verwendung zur Amplifizierung von cDN A 

afXts d C ef Kminalen Aminosauresequenz des TNF-Bindungsproteins (erhalten aus Vorversuch 10 und 
Beispiel l.Fraktion 1) 55 
Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln- 

wurde ein Heptapeptid-Bereich ausgewahlt, der die niedrigste Komplexitat eines gemischten Oligonuk.eotids 
der mRN A hergestellt, sie sind somit zum 3'Ende der Sequenz onentiert: 
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Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 



5*CAA 

G 


GGT 


AAA 

G 


TAT 

C 


ATT 
C 
A 


CAT 

c 


CC 


3 ' TNF- 


BP 


#3/1 


EBI 


-1639 


5 *CAA 
G 


GGC 


AAA 
G 


TAT 
C 


ATT 
C 
A 


CAT 
C 


CC 


3 ' TNF- 


BP 


#3/2 


EBI 


-1640 


5 *CAA 

G 


GGA 


AAA 

G 


TAT 
C 


ATT 
C 
A 


CAT 
C 


CC 


3 ' TNF- 


BP 


#3/3 


EBI 


-1641 


5 'CAA 
G 


GGG 


AAA 

G 


TAT 
C 


ATT 
C 
A 


CAT 
C 


CC 


3 ' TNF- 


BP 


#3/4 


EBI 


-1642 



b) Aus der Aminosiiuresequenz eines tryptischen Peptides (Fraktion 1 1 des tryptischen Verdaus) der Aminosau- 
resequenz 

GIu-Cys-GIu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser-(Glu/Cys)-Asn-Asn-Lys (vgl. Beispiei 1) 

wurde ein Peptid-Bereich ausgewahlt und ein weiterer Satz von Mischoligonukleotiden synthetisiert: 

TNF-BP #4/5: 3' AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
(EBI-1653) G G T T T 

T 



TNF-BP #4/6: 3 'AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
(EBI-1654) G G T G T 

T 

TNF-BP #4/7: 3 'AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5 
(EBI-1657) G G T T G 

T 

TNF-BP #4/8: 3 * AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5 
(EBI-1658) G G T G G 

T 



Die Oligonukleotide wurden komplementar zur mRNA synthetisiert und sind somit zum 5'Ende der Sequenz 
orientiert. Um das amplifizierte DNA-Fragment im AnschluB an die PCR effizient klonieren zu konnen, wurde 
auch ein BamHI-Linker am 5'Ende der Oligonukleotide vorgesehen. Werden z. B. die Oligonukleotide TNF-BP 
# 4/5-8 gemeinsam mit TNF-BP # 3/1-4 fur die PCR an der gesamten Lambda-DNA einer Bibliothek 
eingesetzt, kann ein etwa resultierendes DNA-Fragment mit BamHI nachgeschnitten werden. Die Partner-Oli- 
gonukleotide ergeben ein gerades Ende am 5'Terminus, das Fragment kann somit in die Smal-BamHI-Stellen 
eines geeigneten Vektors kloniert werden. ... 

Jedes Mischoligonukleotid TNF-BP # 4/5 bis 8 ist eine Mischung aus 48 Einzelnukleotiden und berucksichtigt 
einige Codins nicht, und zwar: 

Thr ACG 

Ala GCG und GCT 

Ser TCG und TCC 

Asn AAT 



Bei GCT wird die Moglichkeit in Betracht gezogen, daB das zu GCC (Ala) komplementare Triplett CGG 
durch Ausbildung einer G-T-Brucke wirksam sein kann, bei TCG {Ser) und AAT (Asn) gilt dasselbe bezughcn 
AGTbzw.TTG. * . . 

ACG, GCG und TCG sind iiuBerst seltene Codons (CG-Regel) und wurden deshalb nicht berucksichtigt. 
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Beispiel 3 

Amplifizierung einer fur TNF-BP codierenden Teilsequenz aus einer cDNA-Bibliothek 
a) Isolierung von Lambda-DNA einer cDN A-Bibliothek 
• ii „ a~ oniMA Rihlimhek erfolete nach der in der EP-A1-02 93 567 fur die humane plazentale 

Stratagene). amDlifizierten cDNA Bibliothek der humanen Fibrosarkom Zellinie HS913T 

5 ml des Phf* 6 "^™"™* J^nS: a und 05 ug DNase I versetzt und eine Stunde bei 37° C inkubiert. Die 
in Lambda ^^^^^^^tJS Qbemand durch Extraktion mit Phenol und Chloroform 
"S^^r^Z^WK^S^S^n^ durch Zusatz von Ethanol prazipitiert. Die Lambda- 
DNA wurde in TE-Puffer (10 mMTris pH = 7,5; 1 mM DETA) gelost. 

b) PCR-Amplifizierung einer TNF-BP-Sequenz aus einer cDNA-Bibliothek 

Fur die Anwendung der PGR auf DNA der HS913T ^^^^^^^^S^tt^ 
fuhrt. in welchen jeweils eines der 4 M.schohgonuk.eo^e EBI- 639 EBI- 540 EU 1641 EBI 1642 s erster 

Primer und eines der v.er gleic her Lange. 
emgesetz twurde. Jedes d.eser ^^^^^^ mwXwatxu ent haltend 250 ng Lambda-DNA der cDNA- 
D,e , AmpUf.z^rung m. tels PCR Jand I m 50 ^ Rea ™ M ° c , 0 010/o Ge , atine , 0>2 mM jedes der 4 desoxy-Nu- 

?, ,bI ~J e \ W tn i STP dCT? dCTP dTTP). £ 200 pMol erster und zweiter Primer. 1,25 Einheiten Tag 
Weotidtriphosphate q^^i statt Um die Verdunstung zu verhindern, wurde die L6sung mit einigen 

?^^2^^S^SSSt SI PCR wurde in einem DNA Thermal Cycler (Perkon Elmer Cetus) 

94 C, 2 Minuten liucuoauon oei » ^ jnUnhiert urn sicherzustellen, daS die letzte Primer- Verlangerung 

%5SS %S^S^J?££5^ Proben n* Phenol und CMoro.o™ von 

^■ , t^^^^!S^ST)^c V t »ufge„« g en und die Lang, der amplifizierten 

Jl^kb-DNA Fragment enthieU, wurde diese Probe f Or die weitere Aufarbe.tung ausgewahlt. 

Beispiel 4 

Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR Amplication gewonnenen DNA-Fragments 

u u- n * prR Prndukt der Primer EBI-1642 und EBM653 wurde mit BamHI geschnitten und nachfol- 

aus dem uei e ' eK ™" ,c " / Pharmacia \ ijgiert und E. coli JM101 mit dem Ligationsgemisch transformiert 

E^tj^F^^"^^^^) "«* m odfflzier,«n Dideso,, Me.hode m„ Sequent 
{U ^^l7^iZ^l^"^ <o lg ende S«ouenz<nur der nich, kodiereude S,ran g * 

abgebildet, daruber die abgeleitete Aminosauresequenz): 



to 
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55 
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5 10 15 

Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn Ser He Cys Cys Thr 
CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 

20 25 30 

Lys Cys His Lys fllv'Thr T yr Lgu Tvr Asn Asp Cvs Pro Gly Pro 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 

35 40 45 

r 7 i Y flln Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 
GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACA 



50 

Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 



Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in Kursivschrif t) entsprechen den Sequenzen der Primer-Oligonu- 
kleotide EBI-1642 bzw. dem Komplement von EBI-1653. Die Aminosauren 38 bis 43 -bestatigen die restl.che 
Sequenz des tryptischen Peptides 11. , 

Writers enthalt das mittels PCR erzeugte DNA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraction 20 des 
tryptischen Verdaus (Aminosauren 20 bis 34. unterstrichen). Damit ist erwiesen, daB der Klon pTNF-BP3B von 
einer cDNA abgeleitet wurde, die filrTNF-Bindungsprotein kodieren kann. pTNF-BP3B stellt damit erne Sonde, 
z. B. zum Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken nach fur TNF-Bindungsprotein kodierenden cDNAs, dar. 
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Patentanspriiche 

1 . DN A, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Formel 

CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 
TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 
GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG 
aufweist Oder eine Variante einer DN A dieser Formel darstellt. die hybridisiert mit DNA, ausgewahlt aus 

derGruppe 

a) DNA, kodierend fur TNF-a-bindendes Protein, _ fr . wo ... 

h\ DNA kodierend fur ein Protein, dessen Prozessierung TNF- BP ergibt, 

} c) DN^ S ein TNF-BP verwandtes Protein mit der Fahigke»t,TNF-« zu bmden, w.e 

rONA abffeleitet von durch alternatives Splicing erhaltener mRN A, 

S^N^SSiS fi ein Protein, dessen Prozessierung ein TNF-BP verwandtes Protein nut der 
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Fahigkeit, TN F-a zu binden, ergibt, wie cDNA t abgeleitet von durch alternatives Splicing erhaltener 

mRNA. j . 

2. DNA, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Nukleotidsequenz der Formel 

Rl CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAG AAT GAC 

TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG R2 

aufweist, wobei Rl und R2 gegebenenfalls vorgesehene Restriktionsschnittstellen sind und/oder die Nu- 
kleotidsequenz der Formel gegebenenfalls modifiziert ist, und daB sie mit DNA, kodierend fur TNF-a 
bindendes Protein oder fur ein Protein, dessen Prozessierung TNF-a bindendes Protein ergibt, hybndisiert. 
3 DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit DNA gemaB Anspruch 1 hybridisiert und ausgewahlt ist aus 
der Gruppe der in Anspruch 1 a) bis d) definierten DN As, einschlieBlich ihrer degenerierten Vananten. 

4. DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit DNA gemaB Anspruch 2 hybridisiert und fur TN F-a binden- 
des Protein bzw. fur ein Protein, dessen Prozessierung das TNF-a bindende Protein ergibt, kodiert, ein- 
schlieBlich ihrer degenerierten Varianten. 

5. Rekombinantes DNA-Molekiil, enthaltend eine in Anspruch 3 definierte DNA-Sequenz. 

6 Rekombinantes DNA-Molekiil nach Anspruch 5 zur Klonierung einer in Anspruch 3 definierten DNA. 

7. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 5, replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen, zur Expression einer in Anspruch 3 definierten DNA, wobei diese DNA funktionell mit 
Expressionskontrollsequenzen verbunden ist. 

8. Rekombinantes DNA-Molekul, enthaltend eine in Anspruch 4 definierte DNA-Sequenz. 

9. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 8 zur Klonierung einer in Anspruch 4 definierten DNA. 

10. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 8, replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen, zur Expression einer in Anspruch 4 definierten DNA, wobei diese DNA funktionell mit 
Expressionskontrollsequenzen verbunden ist. lu- 
ll. Wirtsorganismus, transformiert mit mindestens einem rekombinanten DNA-Molekul nach einem der 
Anspruche 7 oder 10. 

12. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von einer DNA gemaB Anspruch 3 kodiert wird. 

13. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von einer DNA gemaB Anspruch 4 kodiert wird. 

14. Polypeptid nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB es die N-terminale Aminosauresequenz der 
Formel 

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln- 
Asn-Asn-Ser-Ile-Cys-Cys-Thr-Lys-Cys-His-Lys-Gly-Thr- 
Tyr-Leu-Tyr-Asn-Asp-Cys-Pro-Gly-Pro-Gly-Gln-Asp-Thr- 
Asp-Cys-Arg-Glu-Cys-Glu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser- 

Glu-Asn 



aufweist. , n 

15. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach den Anspruchen 12-14, dadurch gekennzeichnet, dau 
ein geeigneter Wirtsorganismus mit rekombinanter DNA gemaB Anspruch 3 oder 4 transformiert und 
geziichtet wird und das exprimierte Protein isoliert wird. 

16. Polypeptid nach einem der Anspruche 12-14 zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung 
des menschlichen oder tierischen Korpers bei Indikationen, bei denen eine schadigende Wirkung von 
TNF-a auftritt 

1 7. Polypeptid nach einem der Anspruche 1 2 - 1 4 zur Behandlung von entzundhchen Erkrankungen. 

1 8. Polypeptid nach einem der Anspruche 1 2 - 1 4 zur Behandlung von inf ektiosen Erkrankungen. 

19. Polypeptid nach einem der Anspruche 12-14 zur Behandlung von parasitaren Erkrankungen. 

20. Polypeptid nach einem der Anspruche 12 - 14 zur Behandlung von Schockzustanden. 

21. Polypeptid nach einem der Anspruche 12-14 zur Behandlung von pathologischen Zustanden, die als 
Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a auftreten. . 

22. Pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend eine die biologische Aktivitat von TNF-a wirksam hem- 
mende Menge eines oder mehrerer Polypeptide nach einem der Anspruche 12-14. 

23. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine die biologische Aktivitat von TNF-£ wirksam hemmende 
Menge eines oder mehrerer Polypeptide nach einem der Anspruche 12—14. 

Hierzu 12 Seite(n) Zeichnungen 
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